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摘要    现有的遗传学研究认为高 IgD 综合征(HIDS)与甲羟戊酸激酶(MVK)基因发生突

变有关, 但具体的发病机制还不清楚, 血清中 IgD 的升高与 HIDS 临床表征之间的关系还

不知道. 本研究运用融合 PCR 的方法构建肝脏特异性高表达嵌合分泌型 IgD(csIgD)载体, 

并通过显微共注射, 基因组 PCR和 Southern blotting鉴定出 7 只转基因 F0代阳性小鼠. 对

F1 代阳性小鼠在 RNA 和蛋白质水平分别进行了 RT-PCR, Q-PCR 和 Western blotting, 

ELISA 检测. 结果显示, 转基因 csIgD 能够在肝脏特异性表达, 并具有遗传稳定性. 对阳

性小鼠骨髓和脾脏细胞进行的流式分析发现, 转基因 csIgD 的表达并未影响到 B 细胞的

发育. 形态解剖学观察, 发现一些小鼠出现了皮肤破损和肝脾肾肿大的现象; 病理切片

显示, 肝脾肾组织出现大量的细胞坏死和纤维样蛋白沉淀. TAIL-PCR(thermal asymmetric 

interlaced PCR)检测结果表明, 目的基因片段没有破坏位于小鼠 5 号染色体的 MVK 基

因. 本转基因小鼠模型的构建, 有利于进一步对 HIDS 发病机制进行探讨.  
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高 IgD 综合征(hyper-immunoglobulin D syndrome, 

HIDS), 也称周期性发热综合征 (receptor associated 

periodic syndrome, RAPS), 也曾称为变异型 Still 病 

或还原尿睾酮热(etiocholanolone fever)等. 该病是以

血清 sIgD 浓度升高, 同时伴随周期性高热、关节炎、

淋巴结肿大、肝脾肿大和皮肤破损等临床表征的综合

征[1~3]. 此外, 还有部分病人同时会伴有 IgA 的升高

和 TNF-的增加[4]. HIDS 病人中白介素 IL-1β分泌增

高也可能与甲羟戊酸激酶(MVK)缺乏时类异戊二烯

代谢终产物短缺有关[5]. 该病症首先由 Vander Meer

等人[6]于 1984年在荷兰的 6位病人中发现, 并以发病

的特征来命名.  

Drenth 等人[7]对来自荷兰(8)、法国(5)、英国(1)、

西班牙(1)及捷克(1)5 个国家的 16 个 HIDS 家族中的

34 个病人和 44 个正常人进行了全面的诊断和实验分

析, 结果发现 MVK 基因发生了错义突变, 致 MVK

活性降低. 同时, 该研究对 HIDS 病人成纤维细胞中

MVK 活性降低进行了功能分析, 推断 MVK 基因的
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突变可能是导致 HIDS 的原因. 此后的一些研究也 

证明 HIDS 中 MVK 基因发生了突变或缺失[8,9]. MVK

是胞质中的一种蛋白酶 , 与胆固醇和非固醇异戊  

二烯的合成有关. 人 MVK 基因定位于 12q24, 最  

常见的突变位于 377 位, 在此处的缬氨酸被异亮氨 

酸替代(V377I). 大约每 5 名 HIDS 患者中就有 1 名  

纯合子 V377I 突变, 余多为其杂合子; 其次为 I268T

突变[10,11].  

Hanger[12]研究发现, MVK 基因单敲小鼠的血清

中 sIgD 的含量明显升高, 同时还伴有 IgA 和 TNF-α

的增加, 临床表现为发热和肝脾肿大. 但是, Ammouri

等人[13]对 50 个疑似 HIDS 临床表征病人的研究发现, 

38 个血清 sIgD 增高的病人中, 只有 19 人发生了

MVK 的突变, 这似乎表明 sIgD 在 HIDS 的临床表征

上具有决定性作用. sIgD 的具体功能还不清楚, 研究

发现其能结合抗原微生物以及他们的产物. 在接触

性皮炎病人的初期炎症反应中, sIgD 能够诱导骨髓细

胞的渗透, 主要是中性粒细胞、少量的嗜酸性粒细胞

和嗜碱性粒细胞向皮肤的迁移[14]. 此外, 嗜碱性粒细

胞与 sIgD 的偶联, 能够诱导抗菌因子和 B 细胞激活

因子的释放. Chen 等人[15]研究表明, sIgD 是一个重要

的免疫调理分子, sIgD 能够通过诱导与其相互作用细

胞的激活、组织间的渗透和免疫激活因子的释放等途

径来增强免疫防御. 然而, 过度的激活途径会导致炎

症反应和组织的破坏. 不同的 HIDS 病人, 血清中

sIgD 增加的程度也有很大差异[16].  

HIDS 最初见于西欧白人, 现在世界各地都有病

例报道, 包括近邻的日本[17,18]. 然而, 迄今为止 HIDS

的具体发病机制还不清楚, 也没有发现针对性药物. 

那么, sIgD, MVK 及炎症反应三者之间的关系是什 

么? 是血清 sIgD 的升高直接导致的炎症反应, 还是

MVK 的突变导致其他通路引起的炎症反应呢? 为了

探讨这个问题, 本研究构建了肝脏特异性表达 sIgD

的转基因小鼠模型.  

1  材料与方法 

1.1  表达载体的构建 

(1) 血清白蛋白(ALB)启动调控序列的获得.  提

取昆明小白鼠(购自国家计划生育研究所动物部)肝

脏基因组 DNA, 分别设计引物 PCR 扩增得到 1.97 kb

的 ALB 增强子(enhancer)序列[19]和 412 bp 的 ALB 启

动子(promotor)序列[20,21]. 扩增 en-ALB序列用的引物

是 : en-ALB-F(5′-AAAACGCGTATTTGAATACACA 

CTTTTGTCATG-3′)和 en-ALB-R(5′-AGGTTGTTCAT 

CCCAAAGTTATCAATCAAAGCAG-3′). 其 中 , 下

划线序列为 Mlu Ⅰ酶切位点序列, 5′端 4 个 A 为酶切

位点保护碱基. 运用融合 PCR(fusion PCR)的方法将

ALB 的增强子和启动子序列融合成长约 2.35 kb 的

ALB 启动调控序列(en-p ALB), 引物是: en-ALB-F 和

p-ALB-R.  

(2) 目的基因片段的获得.  提取昆明白小鼠脾

脏总 RNA, 反转录为 cDNA. 以 cDNA 为模版, 分别

扩增 sIgD 重链(H)和 Kappa 轻链(K)的恒定区(C)序列. 

扩增 IgDHC 所用的引物是 : IgDHC-F(5′-CTGG 

TCACCGTCTCCTCAGGTGATAAAAAGGAACCTG

AC-3′)和 IgDHC-R(5′-TTTTGCG GCCGCTCAGGCA 

AGGGCAGGACCA-3′), 所得片段长度为 803 bp. 扩

增 KC 所用的引物是: KC-F(5′-CAAGCTCGAGATC 

AAACGGGCTGATGCTGCACCAAC-3′)和 KC-R (5′- 

TTTTGCGGCCGCCTAACACTC ATTCCTGTTG-3′), 

所得片段长度为 348 bp. 以上引物中, 下划线 序列

为 Not I 酶切位点序列, 4 个 T 为酶切位点保护碱基.  

分别从本实验室保存的编码抗人甲肝病毒(HAV)

的单克隆抗体 IgG1 重链和轻链序列的质粒 pHAVH3

和 pHAVL3 中, 扩增 IgG1 H 和 K 可变区(V)的 CDS

序列 . 扩增 IgGHV 所用的引物是 : IgGHV-F(5′- 

TTTTGAATTCAGCATGGGTGACAATGACATCCA
C-3′)和 IgGHV-R(5′-GTTCCTTTTTATCACCTGAGG 

AGACGGTGACC-3′), 所得片段长度为 450 bp. 下画

线序列为 EcoR I 酶切位点序列, AGCATGG 为 Kozak

序列, 4个 T为酶切位点保护碱基. 扩增KV所用的上

游引物同样是 IgGHV-F, 下游引物是 KV-R(5′-GTT 

GGTGCAGCATCAGCCCGTTTGATCTCGAGCTTG-
3′), 所得片段长度为 410 bp.  

同样用 Fusion PCR 的方法得到嵌合 sIgD H 和 K

全长 CDS 序列. csIgDH 所用引物为 IgGHV-F 和

IgDHC-R, 得到序列长度为 1214 bp. cKappa 所用引

物为 IgGHV-F 和 KC-R, 得到序列长度为 722 bp.  

(3) 肝脏特异性表达载体(en-pALB-csIgDH/ 

cKappa)的构建 .   首先将 cs IgDH,  cKappa 和

pcDNA3.1 (+)(实验室保存)分别用 EcoRⅠ和 NotⅠ双

酶切, 琼脂糖凝胶电泳, 切胶回收大片段. 在 T4 连 
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接酶的作用下, 将 csIgDH 和 cKappa 分别插入到

pcDNA3. 1(+)的多克隆位点, 得到分别含有H和K的

广谱表达载体. 然后将这两个表达载体和 en-pALB

分别用 MluⅠ和 NheⅠ进行酶切、电泳, 切胶回收大

片段. 同样在 T4 连接酶的作用下, 将 pcDNA3. 1(+)

的CMV启动子换成 en-pALB启动调控序列构建成分

别含有 csIgDH 和 cKappa的肝脏特异性表达载体. 以

上所用限制性内切酶均购于 TaKaRa 公司.  

1.2  转基因小鼠的制备 

用 Mlu I 和 Nae I 将 en-pALB-csIgDH/cKappa 双

酶切, 分别含有 csIgDH(4059 bp)和 cKappa(3567 bp)

的目的片段. 目的片段含有 en-pALB, T7 启动子, 牛

生长激素聚腺苷酸序列(BGH pA)和目的片段 csIgDH

或 cKappa(图 1). 这两个目的基因片段经过琼脂糖凝

胶电泳(Omega, USA)纯化回收, 根据标准操作, 以

1:1 的摩尔比率, 共同注射到昆明白小鼠原核受精卵

中. 提取小鼠尾部基因组 DNA, 转基因 PCR 鉴定, 

引物是 p-ALB-F 和 en-pALB-R(5′-AGGAAGGGAAG 

AAAGCGAAAG-3′). 上游引物在启动调控序列, 下

游引物位于 BGH pA, 所以能够同时检测重链和轻链

基因. 基因组 DNA(10 μg)经 DraⅠ限制性内切酶消 

化, 以 DIG 标记的 csIgDH 和 cKappa 全长为探针, 进

行 Southern Blotting 分析.  

1.3  RT-PCR 和实时定量 PCR 

用 Trizol(CWBIO, CN)提取不同家系阳性小鼠肝 

 

 

图 1  转基因片段结构及酶切位点 

A: 转基因框架结构; B: 插入的目的基因片段 

脏总 RNA, RNA 浓度使用 NanoDrop(Thermo, USA)

测定. 取 2 μg 总 RNA 用 M-MLV 反转录酶(Promega, 

USA)合成的 cDNA. 目的基因表达检测引物, 上游位

于可变区 , 下游位于恒定区 . csIgDH 检测引物是 : 

HV-HC-F(5′-GTCAGGTACAACTATGGTGTC-3′)和HV- 

HC-R(5′-CAAGTGTGGTTGAGGTTCAGT-3′), 所 得

片段长度为 308 bp. cKappa 检测引物是: KV-KC-F 

(5′-TTCCTGACCGATTCTCTGGCT-3′) 和 KV-KC-R 

(5′-TCAAGAAGCACACGACTGAGG-3′), 所得片段

长度为 243 bp. 小鼠 β-actin 作为内参基因, 引物是

β-actin-F(5′-GCTGTATTCCCCTCCATCGT-3′)和 β-actin- 

R(5′-GGATACCTCTCTTGCTCTGG-3′), 所得片段长

度为 109 bp.  

定量PCR使用SYBR荧光试剂(Applied Biosystems, 

4334973), 在 7900 测序仪(Applied Biosystems, USA)上

进行, 在 Microsoft Excel 中用 2−Ct相对定量法分析数

据 . 检测目的基因所用引物 : csIgDH 为 HC-F(5′- 

GTGTCCAATACTACTTTGACTACT-3′) 和 HC-R(5′- 

CATTTTCCTCTGGGGCTTTGC-3′), cKappa 为 KC-F 

(5′-TATTCGGCGGAGGGACCAAG-3′)和 KC-R(5′-CA 

AGAAGCACACGACTGAGG-3′). 内参基因引物是

-actin-F(5′-GCTGTATTCCCCTCCATCGT-3′)和-actin- 

R(5′-GGATACCTCTCTTGCTCTGG-3′). 以上引物均由

北京生工生物有限公司合成.  

1.4  SDS-PAGE 和 Western blotting 

转基因和非转基因小鼠眼眶静脉窦取血于 0.5 

mL 离心管中, 4℃过夜. 4℃, 3500 r/min 离心 15 min, 

取上清, 即为血清样品, 80℃保存备用. 用 BCA 法

(Beyotime, CN)测血清蛋白浓度. 取血清样品 8 μg 与

5×SDS 上样溶液混合后, 95℃变性 5 min, 10% SDS- 

PAGE 胶分散蛋白. 1 份用考马斯亮蓝 R250 染色, 1

份用来做Western blotting. 通过电泳将凝胶中的蛋白

转移到硝酸纤维膜上 (Amersham Pharmacia, UK), 

TBST洗膜 5 min, 重复 1次. 5%脱脂奶粉(TBST配制)

封闭, 4℃过夜. TBST 洗膜 10 min, 重复 2 次. 用 HRP

自标单克隆抗小鼠 IgD抗体(eBioscience, USA), 浓度

为 1:1000(0.5%封闭液配制), 孵育 1 h. TBST 洗膜 10 

min, 重复 3 次. ECL(Amersham Biosciences, UK)显色, 

压 X 光片.  
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1.5  IgD 酶联免疫吸附实验(ELISA) 

小鼠血清 IgD ELISA Kit(BlueGene, CN)使用前

在室温放置 30 min. 取出酶标板, 各孔分别加入 100 

μL 标准、样品和空白对照(蒸馏水), 再在各孔加入 50 

μL 的酶标记溶液(不含空白对照); 封膜, 37℃孵育  

1 h; 充分清洗酶标板 5 次, 吸水纸上拍干; 各孔加入

显色剂 A, B 液各 50 μL(不含空白对照); 然后, 20~ 

25℃下避光反应 15 min 后, 加入 50 μL 终止液, 终止

反应; 30 min 内在波长 450 nm 的酶标仪上读取各孔

的 A 值, 计算样品 sIgD 的浓度.  

1.6  B 细胞发育的流式分析 

取同窝同性别转基因小鼠和阴性小鼠, 颈椎脱

臼处死, 分离骨髓细胞和脾脏细胞. 骨髓细胞的获 

得: 取小鼠腿骨, 剥除皮肉, 用 2 mL 注射器吸取 

PBS, 插入到骨腔中吹出骨髓于冰上的 50 mL 离心管

中. 脾脏细胞的获得: 将脾脏组织放于 200 目的细胞

筛上, 淋洒少量 PBS, 用注射器芯挤压组织, 用 PBS

将分散的细胞吹入冰上的 50 mL 离心管中, 加入 2 倍

体积的红细胞裂解液(去除红细胞), 混合均匀后冰浴

10 min, 加入 5 倍体积的 PBS终止反应. 骨髓和脾脏

单细胞悬液于 300×g, 4℃离心 10 min, 弃上清, 即得

骨髓和脾脏细胞. 加入适量 PBS重悬细胞, 用血球计

数板进行细胞计数.  

将骨髓细胞分成 5管, 1管空白细胞(不加抗体), 3

管单标(分别加入 PE-Cy5.5-anti-mouse B220, FITC- 

anti-mouse IgM 和 PE-anti-mouse CD43), 1 管 3 标(加

入 3 种抗体). 同样将脾脏细胞也分成 5 管, 1 管空  

白细胞 , 3 管单标 (分别加入 PE-Cy5.5-anti-mouse 

B220, FITC-anti-mouse IgM 和 PE- anti-mouse IgD), 1

管 3 标(加入 3 种抗体). 然后将这 10 管细胞于 4℃避

光孵育 20 min. 以上抗体用量参见 eBioscience 使用

说明. PBS洗 2次, 300×g, 4℃离心 10 min. 最后加 150 

μL PBS 重悬细胞 , 用流式细胞仪 (MOFLO High- 

performance cell sorter, Dako)进行分析.  

1.7  转基因整合的 TAIL-PCR(thermal asymmetric 
interlaced PCR) 

从转基因片段的 3′端设计 3 个转基因特异引物: 

tgp1 位于 cKC 的(5′-GAGCAGCACCCTCACATT-3′)

或位于 csIgDHC 的(5′-CAGCAAGAGCCTAGCAAT- 

3′); tgp2 和 tgp3 位于 BGH pA, 分别为(5′-TGCCAG 

CCATCTGTTGTT-3′) 和 (5′-TCTGAGGCGGAAAGA 

ACC-3′). 所用的随机简并引物: adp 为(5′-NGTCGA 

SWGANAWGAA-3′) 或 (5′-AGWGNAGWANCAWA 

GG-3′) 或 (5′-WGTGNAGWANCANAGA-3′). TAIL- 

PCR 的第一轮 PCR 反应模版为转基因小鼠的基因组

DNA(0.5~1.0 μg), 第二和第三轮 PCR 反应的模版分

别为第一和第二轮的 PCR 产物(0.65 μL). 第三轮的

PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳 , TIANgel Midi 

Purification Kit(Tiangen, China)回收纯化, 测序. 然

后, 在 NCBI 上进行 BLAST 分析.  

2  结果 

2.1  转基因小鼠的鉴定 

对 F0 代 37 只小鼠基因组进行 PCR 检测, 得到 9

只共表达 cIgDH和 cKappa的转基因阳性小鼠(鼠号分

别为: 3, 4, 5, 6, 7, 12, 15, 24, 37)(图 2A). 此外, 还有 3

只为仅表达 cIgDH 或 cKappa 的单阳性小鼠, 在此未

做进一步分析. 对这 9 只小鼠进行 Southern blotting

鉴定, 以重链和轻链全长混合液为探针, 都杂出大 

小为 1214 和 722 bp 的 2 条带, 进一步证实了这 9 只

小鼠为转基因阳性小鼠(图 2B). 其中 7 个转基因家系

(12 号死亡, 15 号生病无法传代)与阴性小鼠杂交得   

到 64 只 F1代小鼠, 其中 26 只为 csIgDH 和 cKappa 双

阳性.  

2.2  csIgD 在阳性小鼠肝脏中的表达 

RT-PCR 定性分析 csIgDH 和 cKappa 在转基因小

鼠肝脏中 mRNA 的表达(图 2C), 结果表明 csIgDH 和

cKappa 2 个基因在 8 个转基因家系小鼠(其中 15 和

37 是 F0 代, 其余为 F1 代)的肝脏中都有转录, 阴性对

照小鼠中没有转录, 且持家基因 β-actin 在各个家系

中都能扩出 109 bp 的条带. 这说明在 mRNA 水平上, 

所转目的基因在各家系阳性小鼠的肝脏中都有表达. 

定量 PCR 的结果显示, 目的基因在各个家系转基因

小鼠的肝脏中都有不同程度的表达, 且同一个体中, 

csIgDH 和 cKappa 的表达量也有差异(图 2D).  

对不同家系 F0 或 F1 代 5 只转基因小鼠(F06-Fl7, 

F015, F07-F124, F037和F04-Fl50)血清中 sIgD的表达量 
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图 2  目的基因在转基因小鼠 DNA 及 RNA 水平的鉴定  
A: PCR 检测 F0代转基因小鼠; M: 1kb DNA Marker; P: 阳性质粒对

照; NC: 阴性对照; 转基因鼠号: 3, 4, 5, 6, 7, 12, 15, 24 和 37; 扩增

片段长度: csIgDH 为 2106 bp, cKappa 为 1614 bp. B: 转基因小鼠的

Southern Blotting分析; 转基因F0代小鼠基因组经酶切消化后, 以重

链和轻链全长混合的PCR产物为探针进行杂交. NC: 非转基因小鼠

做阴性对照; P1, P2, P3 分别相当于 1, 5, 10 基因拷贝的阳性质粒对

照. C: RT-PCR 检测目的基因在转基因小鼠肝脏组织中的表达, 所

检测的为外源嵌合基因; M: 100 bp DNA Marker; 转基因小鼠是: F06- 

Fl7, F015, F07-F124, F03-Fl26, F037, F05-Fl38, F04-Fl50 和 F024-Fl63;  

NC: 非转基因小鼠. β-actin 基因为内参对照. D: 各家系转基因小鼠

肝脏中目的基因表达的定量 PCR 检测 

进行 Western blotting 分析, 得到分子量大小约为 46 

kD 的 sIgDH 目的条带(图 3A 上). 以 F037 血清为阳

性对照(PC), 对 F037 及两只同龄阴性小鼠肝脏和脾

脏总蛋白进行 Western blotting 检测, 其中 F037 肝脏、

脾脏、血清及阴性小鼠脾脏都能得到分子量约为 46 

kD 的 sIgDH 目的条带, 而阴性小鼠肝脏没有目的条

带(图 3B 上). 结果表明, 各家系转基因小鼠血清中

sIgD的含量较阴性小鼠都有所的提高. 此外, 对这几

只转基因小鼠血清进行 ELISA 检测的结果 , 与

Western blotting 结果是一致的(图 3C).  

2.3  转基因小鼠 B 细胞的发育 

随机选取转基因小鼠 F04-F181 和同窝同性别阴 

 

图 3  转基因小鼠血清中 sIgD的Western blotting和ELISA
检测 

A: 上图为 5 只转基因小鼠(F06-Fl7, F015, F07-F124, F037 和 F04-Fl50)

血清 sIgD 的 Western blotting 检测; 下图为上图 5 只转基因和 1 只

阴性小鼠(NC)的 PAGE 胶对照, 用来说明上样量的一致性; B: 上图

F037 和两只同龄阴性小鼠肝脏和脾脏 sIgD 的 Western blotting 检测; 

F0-37L, NC1L 和 NC2L: 分别为 F0-37, NC1 和 NC2 肝脏; PC: F0-37

血清; F0-37S, NC1S 和 NC2S: 分别为 F0-37, NC1 和 NC2 脾脏. 下图

为上图对应样品 GAPDH(36 kD)的 Western blotting 检测. C: 以上 5

只转基因小鼠血清 sIgD 的 ELISA 检测. 纵坐标为转基因阳性小鼠

血清 sIgD 含量较 NC sIgD 增加的百分数(NC sIgD 为 7 只同龄的非

转基因阴性小鼠血清 sIgD 含量的平均数), 横坐标为不同家系 

转基因鼠号 

性小鼠(NC), 对其骨髓和脾脏单细胞进行流式分析. 

结果表明, 转基因小鼠骨髓各发育阶段 B细胞: pro-B 

(B220+CD43+IgM)、pre-B(B220+CD43IgM)和 immature 

B(B220+CD43IgM+)和脾脏成熟 B 细胞(B220+IgD+- 

IgM+/)占总细胞数的比例较阴性小鼠没有显著变化

(图 4). 这说明转基因 sIgD 的表达对 B 细胞的发育没

有影响.  
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2.4  转基因片段在染色体上的整合分析 

对 F06-Fl7, F07-F118 和 F04-Fl50 3 只转基因小  

鼠的转基因片段进行 genome walking 检测, 结果显

示, 这 3 只小鼠的转基因片段分别整合在 14, 13 和  

1 号染色体上, 并且附近没有预测到功能基因. 这 

说明, 转基因片段并未破坏位于 5 号染色体的 MVK

基因.  

此外, 对高表达 sIgD 的转基因家系小鼠 F015, 

F07, F04 和 F037 进行形态观察, 发现这些小鼠都出现

了皮肤溃烂的病变. 病理解剖学观察为肝、脾和肾肿

大, 分别是同龄非转基因小鼠的 2.5~3.3, 4.4~6 和

2.7~3.3 倍(图 5A). 对这些病症器官进行组织切片和

HE 染色分析发现, 这些组织中出现了大量的细胞坏

死和纤维样蛋白沉淀(图 5B).  

3  讨论 

由于 sIgD 在血清中的含量低, 半衰期短, 曾一

度被认为没有功能. 近些年, HIDS 的频繁报道[22~25], 

使研究者们将目光再次转向 IgD. 但具体 sIgD 在

HIDS 中的作用是什么还不清楚, 稳定高表达 sIgD 小

鼠模型的构建有利于这方面的研究 .  本研究证明 , 

csIgD 能够在 ALB 的增强子和启动子的调控下实现

在小鼠肝脏中的表达. 小鼠 p-ALB含有 6个顺式作用

元件[20], 能够结合肝细胞核因子 1(HNF1)、CCAAT

增强绑定蛋白(C/EBP)、p-ALB 的 D 位点结合蛋白

(DBP)、亮氨酸氯基酰胺酶(LAP)、核因子 Y(NF-Y)

和 NF-1, 所以能有效的启动基因在肝脏中的转录[26,27]. 

此外, 研究发现位于上游10.4~8.5 kb 的增强子, 能

够增强启动子活性的 50 倍[28~30]. 虽然各个转基因家

系小鼠 sIgD 的表达没有显著提高, 但都有不同程度

的增加. 另外, 同时含有重链和轻链的转基因小鼠在

与阴性小鼠杂交的后代中出现单链转基因阳性鼠 , 

这可能与两个目的片段在染色体上随机整合的位置

表达相斥有关, 如在减数分裂过程中, 分配到不同的

配子中, 但大部分转基因家系小鼠都能把两条链传 
 

 

图 4  转基因小鼠和非转基因阴性小鼠骨髓和脾脏 B 细胞的 FACS 分析 
A: 转基因小鼠和非转基因阴性小鼠骨髓各个发育阶段B细胞(pro-B, pre-B和 immature B)的 FACS分析; B: 转基因小鼠和非转基因阴性小鼠

脾脏 B 细胞(mature B)的 FACS 分析; F04-F181: 转基因小鼠, NC: 非转基因阴性小鼠 
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图 5  致病小鼠的形态观察及病理组织切片 

1, 2 和 3, 4 分别为阴性和转基因小鼠表形及解剖图; 5, 6 和 7 为这 2 个小鼠的肾脏、肝脏和脾脏大小对比图; 5 上、6 右和 7 上为阴性小鼠的

肾脏、肝脏和脾脏, 5 下、6 左和 7 下为转基因小鼠的肾脏、肝脏和脾脏; a, c 和 e 为阴性小鼠的肝脏、脾脏和肾脏组织切片图, b, d 和 f 为转 

基因小鼠的肝脏、脾脏和肾脏组织切片图. 白体箭头: 纤维样蛋白沉积; 黑色箭头: 坏死细胞 

递到后代, 这与以前报道的显微共注射片段能够整

合到一起, 插入到染色体的一个位置相一致[31,32].  

从 sIgD 的表达来看, 基因的拷贝数并不和基因

的表达量成正比, 这与前人的研究相吻合, 说明转基

因的整合位点比转基因的拷贝数更能影响基因的表

达[33]. Western blotting 和 ELISA 结果显示, 转基因家

系小鼠 F06-Fl7, F015, F07-F124, F037 和 F04-Fl50 血  

清中抗体分子 sIgD 的含量是较阴性非转基因小鼠 

有所升高 , 但增加并不明显 , 最多增加 35%. 而

Hager 对 MVK 基因的单敲, 却能实现血清中 sIgD 升

高 9~12 倍 [12]. 此外, 我们把目的基因直接插入到

pcDNA3.1(+)的多克隆位点, 构建了广谱高表达 sIgD

转基因小鼠模型, 在 RNA 水平上, 此小鼠各个组织

(心、肝、脾、肺、肾、肠、脑、肌)中都检测到了目

的基因片段的表达, 但在蛋白质水平上还是检测不

到 sIgD的高表达(未发表结果). 出现这个问题的可能

原因有以下 3 个方面: 一是 csIgD 分子的可变区是人

源 IgG1 的可变区, 这可能影响分子的空间结构, 致

使小鼠 sIgD 抗体检测出的大部分抗体是小鼠内源的

sIgD; 二是本研究所构建的抗体分子的轻链是 kappa

链, 而通常分泌型的 IgD 利用 lamda 轻链[34,35], 跨膜

型的 IgD 使用 kappa 轻链[36,37], 这可能又会影响到

sIgD 分子的分泌, 致使所转基因抗体很少被检测到; 

最后, 虽然 sIgD 的高表达使其在血清中的浓度升高, 

但是机体又通过某种保护机制迅速使其降解, 致使

我们无法检测到血清中 sIgD 增加. 所以我们需要对

sIgD 没能实现稳定高表达的原因做进一步研究.  

血清 IgD 是 B 细胞激活的初期标志, 还参与记

忆 B 细胞的产生及维持, 可能在诱导 B 细胞耐受敏

感应答中起着重要的作用, 所以血清中 sIgD 的升高

会不会影响到 B 细胞的发育呢? 对转基因小鼠

F04-F181 骨髓和脾脏细胞流式分析的结果表明, 转基

因小鼠 B 细胞发育的各个时期(pro-B, pre-B, immature 

B 和 mature B)中的 B 细胞占总细胞数的比例与阴性

非转基因小鼠没有区别, 说明转基因未影响到 B 细

胞的发育.  

此外, 通过 genome walking 对 F06-Fl7, F07-F118

和 F04-Fl50 3 只转基因小鼠中目的基因片段在染色

体上的整合进行检测, 序列比对显示, 这 3 只小鼠的

转基因片段分别整合在 14, 13和 1号染色体上, 并预
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测到转基因片段附近没有功能基因, 这说明不会破

坏体内正常基因的表达. 并且转基因片段都没整合

到 5 号染色体上, 表明没有破坏 MVK 基因. 这说明

这些小鼠出现炎症反应与 MVK 基因无关, 可能是

sIgD 的升高所引起. 并且, 研究表明 sIgD 具有促炎

症反应的功能, 能够有效的诱导抗菌的免疫刺激的

和促炎症因子的产生 , 如 IL-1β, TNF, IL-8 和

CXCL10[38]. 黏膜 IgD 能够通过上皮细胞的转运增强

局部的免疫力, 而循环的 IgD 则通过钙离子驱动的

受体绑定于嗜碱性粒细胞上. 除了介导快速的天然

免疫反应, IgD 还能对入侵的细菌进行免疫信号的传

导. 嗜碱性粒细胞结合的 IgD一旦遇到抗原, 并在受

IgD 刺激的肥大细胞释放的趋化因子驱动下, 细胞

将会迁移到系统或黏膜免疫淋巴器官. 组织中的嗜

碱性粒细胞通过释放抗菌因子、调理因子、B 细胞刺

激因子、趋化因子以及促炎症因子等, 以增强免疫保

护功能. 但是, 过强的免疫反应会导致病灶的破坏

和病变. 在较高表达 sIgD 转基因家系小鼠 F015, F07, 

F04 和 F037 中, 出现了皮肤溃烂, 可能是 sIgD 的高

表达引起了过强的免疫激活所致的组织破坏. 此外, 

较高表达 sIgD 转基因家系小鼠还出现了严重的肝脾

肿大和肾肿大的现象, 病理组织切片结果显示各组

织中都出现了大量的细胞坏死和纤维样蛋白沉淀 , 

这与报道的人高 IgD 综合症相似[17,22~25,39]. 对这 4 只

疑似高 IgD 综合症的小鼠进行传代, 其中 F015 和

F037发病后, 配不上, 故无法传代; F07有 2只阳性后

代, 其中 1 只出现皮肤溃烂、肝脾肿大和肾肿大, 而

F04 有 3 只阳性后代, 其中 2 只出现了皮肤溃烂、肝

脾肿大和肾肿大. 但具体是否是高 IgD 综合征还需

要进一步的验证. 
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